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1 Uvod

Akvametrie je velmi dlezité odwtvi chemické analyzy, protoZe koncentrace vody
v nejizrejSich latkach ma podstatny vliv na fyzikalni viastti latek a na gbéh mnoha
chemickych reakci. Ve farmacii se jedn@gevsim o spékavost latek, coz je problematické
piedevSim f vyrobé tablet, dale sniZzeni obsahu Zadané latky ve vzoirkuniZzeni trvanlivosti
predevsim firodnich materid.

Pro stanoveni vody bylo vypracovano mnoho metodvdpodobré nejstarSi jsou
metody vysouSeci, dale destith metody, metody absampi a izné fyzikal chemické
metody jako je rééeni indexu lomu, vodivostni &keni, IC, méteni viskozity aj.

e

1935 K.Fischer.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Metody pouzivané pro stanoveni obsahu vody ve farroautickém

pramyslu

2.1.1 Titra éni metody

2.1.1.1 Karl-Fischerova metoda

Tato metoda vyuzZiva chemické reakce vody, obsa¥enéterialu, se specifickymi
¢inidly (viz kapitola 2.2).
Je to téem¥ negastji pouzivana metoda pro velké rozmezi stanovitednébsahu

vody ve vzorku, dostateou gesnost, selektivitu a rychlost stanoveni.

2.1.1.2 Coulometricka metoda

Pfi coulometrickeé titraci se elektricky proud udrzuja gedem zvolené konstantni
hodnot. Stanovovana latka reaguje @ninou latkou generovanou na elekttaglektrolyzou
vhodného elektrolytu. Bti se naboj, ktery je nutny k Uplnéegmené stanovované latky. Bod
ekvivalence se indikuje instrumentélbiamperometricky.

Touto metodou se & velmi malé obsahy vihkosti jak v pevnych tak Kageh

vzorcich.

2.1.2 Destilace

Principem této metody je vytveni azeotropni sési toluen-voda. Vzorek je vkladan
do tohoto média a voda 2jrpak oddestilovana do kalibrovaného jimadla. Obsaty je poté
stanoven volumetricky. Touto metodou se daji amalgz jak vzorky pevné tak i kapalné,
podminkou je ale dostate: velky obsah vody a vysoky bod varu.

Tato metoda je, vSak té&thnevyuzivana.
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2.1.3 Gravimetrie

v s

slouzicich ke stanoveni vody. Voda se ze vzorkuradisza stanovenych podminek a jeji
mnoZstvi se zji&ije podle Ubytku hmotnosti po suSeni. SuSeni seagiov susarkh nebo
exsikatoru, za atmosférického tlaku nebo za vajakasamostathtak i se susSidlem (oxidem
fosfore&nym) pri daném teplotnim rozmezi nebo laboratorni téplid” pifimo ve vazence
nebo pilis lepkavé vzorky smisené s piskem. Tyto podmipky analyzované latky &uje
Iékopis gedevSim dle jejich vlastnosti. Touto metodou 8&im piipadi stanovuji latky
pevné.

Gravimetrie je porrné c¢asto pouZzivanou jednoduchou a efektivni metodoji, je
uskali spoiva ale vtom, Ze se takto nestanovi pouze voddj jaié tkavé latky ve vzorku

obsazené.

2.2 Stanoveni vody Karl-Fischerovou metodou

2.2.1 Karl Fischer

Némecky chemik Karl Fischer (viabr.1) se narodil 24.3.1901. Jeho velkym snem

Obrazek 1 - Karl Fischer

bylo studium chemie. Vystudoval institut fyziky &emie Univerzity Leipzig a poté
pracoval pro 8meckou ropnou spataost DEA Group, kde se stal vedoucim vyzkumnych

laboratdi. V roce 1935 zavedl jednu z nejrde$EjSich a nejuniverzaljSich metod pro

stanoveni vody titraci. O 23 let pagidoku 1958 ve ¥ku 57 let umira.
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2.2.2 Princip metody
Karl-Fischerova metoda vychazi z Bunsenovy reakce:
2H,0+S0O, +1, - H,SQ, +2H]I
a je zaloZzena na reakci vody s tméam c¢inidlem, které je sloZeno z jodu a oxiddi&tého

rozpuséného v bezvodém methanolu a pyridinu, ve vhodnéwodm@em prosedi. Tato

reakce je velmi slozita a lz€iplizné vystihnout déma nasledujicimi reakcemi:

H,0+1,+SQ +3C,H.N - 2C.H. N [HI +C,H,NSQ
a

C,H.NSQ +CH,0H - [C,H,NBQ,CH,| H".

Z téchto reakci vyplyva, Ze jednomu molu vody odpoyétien mol jodu.

V podstat jde o jodometrickou titraci s elektrodbreverzibilnim redoxnim systémem
I,/21". Tato titrace mze byt indikovana vizual) ale v naprosté &Sin¢é se pouZziva
biamperometrické, ale i bipoteciometrické indikadeodu ekvivalence se #wma

polarizovatelnymi platinovymi elektrodami.

2.2.2.1 Biamperometricka titrace

Biamperometricke titrace se prowfidv michaném roztoku s dvojici stejnych elektrod
(neiastji platinovych), na které se vklada konstantnigiafod rékolika mV az po asi 1,5
V). Pi titraci se n&ii proud galvanometrem.

Jako titr&ni kiivka se vynaSi zavislost proudu na objentidgvaného titréniho
¢inidla. Fi priachodu proudu se automaticky stava jednéchto elektrod katodou a druha
anodou. Katodicky a anodicky proud musi byt v alsdlhodnot stejné. Velikost prouduip
daném nagti tedy ovliviiuje ta slozka z dvojice (katodicky redukovatelndmenodicky
oxidovatelna), které je v roztoku m&rve chvili, kdy jedna zéthto sloZzek chybi, proud je
nulovy a nastava bod ekvivalence.

Pri titraci vody Karl-Fischerovyntinidlem zpisobuje voda polarizaci katody a brani
prachodu proudu roztokem. V bé@kvivalence, kdy jiz vSechna voda zreagoval&kateda
depolarizuje a tim nastava nahly &ir proudu (vizobr.2), ktery se zaznamenava vhodnym

elektrickym gistrojem.
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Obrézek 2 - Zavislost proudu na objemitdpnéhocinidla

Automatickeé titratory, vSak veétsing pripadi nezaznamenavaji zavislost proudu na
objemu titr&niho c¢inidla, nybrz zavislost objemu tittaiho cinidla nacase. Zjiguje se pak
trvani vychylky proudu. Bod ekvivalence je pak ddnjemem kdy vychylka prouduiigeho

nahlém vziistu setrvala alespial minutu (vizobr. 3).

KFT Ipol.1 - KFT Ipol
6 ¥

V[mL]

T § Ll Lhidd T T T 4 Ll Rkt Lhadd | T l T T T i T T T | ieaiid
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
t[s]

Obrazek 3 - Titrani kfivka vyhodnocena programem Tigmo

2.2.2.2 Bipotenciometricka titrace
Podobr jako u biamperometrickych titraci se pracuje sjidvgoolarizovatelnych
elektrod, avSak misto konstantniho &tage na & vklada konstantni proud. To znamena, Ze
tam, kde je u biamperometrické titrace minimalndéyal, musi byt u bipotenciometrické
titrace vloZeno #Si nagti a naopak. Bipotenciometrické titrd kiivky jako zavislosti
vloZzeného nafii na objemu pdavanéhcainidla jsou proto uci biamperometrickym otené

(viz obr. 4).
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Obrazek 4 - Zavislost néaf) na objemu fidanéhocinidla

2.2.3 Uskali metody

2.2.3.1 Reakce Fischerovdinidla s jinymi latkami nez s vodou

Kromé vody miZe scéinidlem reagovatrada dalSich slaenin. MiZe dochazet
k reakcim witych latek s gjakou jinou sloZkou titréniho systémug¢imz se ruSi stanoveni
vody. Teémito latkami mohou byt nd&psilné kyseliny, u nichz hrozi nebezpesterifikace
s methanolem, kterou lze patia rozpusénim vzorku v pyridinu nebo v jeho s$si
s dioxinem. Dale ruSi kyselina askorbova a merkapthteré jsou oxidovany jodestinidla.
Tuto reakci Ize potiét jejich adici na olefiny, katalyzovanou fluorideloritym. Pro titraci
xanthati musi byt vzorek dispergovan v chloroformu. Z amamigkych latek ruSi oxidy a
hydroxidy kowi, uhlicitany, thiosirany, chloridy Zelezity a cinaty kvidetivné reagujici
scinidlem, kyselina borita a oxidy, jez esterifikgjimethanolem¢i chlorid a siran d’naty
redukujici s jodovodikem. Vifpadt vétSiny €chto latek musi byt voda separovanzd
stanovenim (extrakci, destilaci).

Z organickych latek rusi stanoveni vodggevsim karbonylové sléeniny (aldehydy

a ketony) tvorbou acetalviz nize uvedené rovnice):

RCHO+ 2CH,OH « RCH(OCH,), +H,0

R/(R,)CO+2CH,0H «~ R(R,)C(OCH,), +H,O0.

Jak z rovnic vyplyva, stanoveni obsahu vody viaydech a ketonech je komplikovano tim,
Ze olg tyto skupiny latek reaguji s methanolem za vzni&dy, coz vede k falegrpozitivhim

vysledikiim, pog. k tomu, Ze neni dosazeno koncového bodu titfBoe.stanoveni obsahu
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vody v aldehydech a ketonech byla tedy vyvinutenfiu Riedel-de Haén speciakihidla,
ktera methanol neobsahuiji (viz kapitola 2.2.4).

2.2.3.2 Vliv pH na titraci

Rychlost, kterou probiha stanoveni obsahu vodyditrpodle Karl Fischera, je
ovlivnéna hodnotou pH sési rozpou&tdla a analytu v titéni nadobce. # vyzkumech firmy
Riedel-de Haén bylo zji&o optimalni pH pro KF titraci, které se nacharoxmezi 5,0-7,5.
Pfi pH mensim neZ 5 se reakce zpomaluje aZiisbeaalnot 1 tén¢t zastavi, fi pH nad 7,5
z&ina dochazet k rozkladiinidel (viz obr.5).

Influence of the pH on the KF reaction

log K

HYDRANAL®
Slow réaction reagents 5 - 6

No Feaction PHL

2 1 \s‘\ B 10
most ideal pH

value 5-7.5

Obrazek 5 - Vliv pH na KF titraei

2.2.3.3 Rozpustnost latek v médiu

Ne vSechny latky se v methanolu delrozpousiji. Z tohoto divodu se pro zné
vzorky pouzivaji jako meédiumiené smisi rozpoustdel. Zvlas¢ problematické se v tomto
smeru jevi oleje, pirodni latky a cukry.

Pro oleje Ize s vyhodou pouzit &nxylenu a methanolu, kdy xylen zarévaabraiuje
pokryti elektrody vzorkem. | zde firma Riedel-de@davyvinula specialni média, vhodné pro
analyzu &chto vzorki (viz kapitola 2.2.4).

Pro cukry a dalSifrodni latky je vhodné pouziti sisi formamidu a methanolu, kdy
formamid vyraza zlepSuje jejich rozpoudti nebo niZze pisobit i jako extra&ni ¢inidlo.
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2.2.4 Pouzivanadinidla

Pavodni titra&ni roztok byl sloZzen (jak je vySe uvedeno) z jodwxédu sfic¢itého
rozpuséného v bezvodém methanolu a pyridinu. Roztok sgfigéavit bud’ piimou gipravou
celého roztoku, ktery je pouzitelny az po dvou dnpo Fipraw, protoZze se zg@tku kEthem
prvnich 24 hodin velmi rychle rozklada, nebo lzeufib ¢inidlo slozené ze dvou roztok
které jsou porrné stabilni. Roztok | tvii oxid skicity ve snési bezvodého methanolu a
pyridinu a roztok Il obsahuje jod abezvody metHandzorek se pak jidava k
.predtitrovanému” roztoku | a titrace se provede rketo Il.

JelikoZz pmivodni metoda pouziva pro titraci toxicky pyridinirfa Riedel-de Haén,
kterd je sotiasti spolénosti Sigma-Aldrich, zap@la vroce 1979 vyzkum vedeny
Dr. Eugenem Schulzem, jehoZ vysledkem bylo nahigagidinu imidazolem a vznikinidel
pro Karl Fischerovy titrace s ndzvem HYDRANAL. Imaibl oproti pyridinu posouva

rovnovahu nize uvedené reakce vykadaprava.

CH,OH +SQ +RN - [RNH|SQCH,

H,O+1, +[RNH]SOCH, + 2RN — [RNH]|SQ,CH, + 2[RNH]I

kde RN je baze §RNH]SQCH3 je meziprodukt

Reakce probiha rychleji, koncovy bod je stabildbaahuje se vySsfgsnosti stanoveni.
Vyvoj fady HYDRANAL stéle pokrauje. Pozornost byla zatfena na ochranu
Zivotniho prostedi, bezpénost prace a zlepSeni pracovnich medii, pro sy)sidrozpousini

problematickych vzork a optimalizaci podminek pro vlastni KF titraci.

2.2.4.1 JednosloZkovdinidla Ffady HYDRANAL

Jednoslozkov&inidla jsou nejastji pouzivanymi titr&nimi ¢inidly pro stanoveni
vody Karl-Fischerovou metodou. Jsou schopné stanahsah vody od 0-100 % a jsou

vhodné i pro titrace ketdin
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HYDRANAL"-
Composite

J\

HYDRANAL®-
Methanol dry or ;
HYDRANAL®- : :

CompoSalver

Obrazek 6 - KF titrace jednoslozkovymidlent

Titra ¢éni ¢inidlo HYDRANAL-Composite obsahuje vSechny reagenciegimié pro
KF titraci (jod, oxid sti¢ity, imidazol a 2-methylimidazol) rozputé v dietylenglykolu
monoetyl eteru, ktery zarokreartuje i stabilitu roztoku (vyrobce uvadi pokles tipauhych
5 % z mivodni hodnoty za rok). HYDRANAL-Composite se vyrdfei fech koncentracich —
5 mg/ml, 2 mg/ml a 1 mg/ml, jeho specialni formeupak HYDRANAL-Composite 5K o
koncentraci 5 mg/ml @eny pro titraci vody v aldehydech a ketonech.

Jakopracovni médium se da pouzit bezvody methanol, nebo specialni ariédy
HYDRANAL, které bu’ upravuji pH (Methanol Rapid), nebo jsou vhodné pitcaci
nepolarnich latek tuka olefi (LipoSolver), nebo jsou teny k titraci vody v aldehydech a
ketonech (Medium K, KetoSolver) a nebo jsou poraetieny na netoxicitu rozpoustla

(CompoSolver E).

2.2.4.2 Dvouslozkov&inidla fady HYDRANAL
DvousloZkovacinidla jsou rozdlena na pracovni médium HYDRANAL-Solvent a
titraéni roztok HYDRANAL-Titrant. HYDRANAL-Solvent obsah@ oxid stic¢ity a imidazol
v methanolu a HYDRANAL-Titrant je roztok jodu v nmenolu s pesnou koncentraci.
Dvouslozkovéacinidla maji gesny a stabilni titr, vysokou pulai kapacitu, titrace s nimi

probih& rychle a malé obsahy vody jsou stanovogarysi presnosti.
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HYDRAMAL®-
Titrant (E}

- N

HYDRANAL®- - :
Solvent (E) o

Obrazek7 - KF titrace dvouslozkovydinidlent

Titra éni ¢inidla HYDRANAL-Titrant jsou vyrakny ve dvou koncentracich —
5 mg/ml a 2 mg/ml. Nov je zavedena iada E, kde byl toxicky methanol nahrazen
ethanolem.

Pracovni médium HYDRANAL-Solvent je bu’ v klasickém provedeni, nebo
s methanolem nahrazenym ethanoléad# E) a nebo zaitené na titraci vody v nepolarnich
latkach (CM, Oil).

2.2.5 Aplikace se zandirenim na farmaceutické vzorky

Ve farmacii jsou analyzovanyiznorodé materialy jak anorganického tak organického
slozeni, latky pevné, kapalné, polotuhé i v roztbcKarl-Fischerova titrace se prét$inu
Z nich os¥dcila jako rychla a efektivni metoda. Pracovni pogtppo analyzu v jednotlivych
latkach jsou dany veéwine pripadi lékopisy, kde jsou k nalezeni jak postupy obecné
spole&né pro vice materid) tak i postupy specialni &gné zpravidla jen pro jednu latku.

Podle vyvazenych produkt firmy pouzivaji bd’ Iékopis ¢esky, ktery odpovida
Iékopisu evropskému (PhEur), nebo Iékopis ameriCpP-NF), ktery se odteského
v pracovnich postupech mnohdy vyraziisi, a v rekterych gipadech se lze setkat i s

lékopisem britskym (BP).

2.2.5.1 PorovnaniCeského lékopisu a USP-NF

Pro nazornost uvadim srovnani obecnych pdspip titratni stanoveni obsahu vody

ve vzorku véeském a americkém Iékopise.
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Titracni ¢inidlo

ZatimcoCesky lékopis jiz automaticky pia s pouzivanimding na trhu dostupnych
titracnich c¢inidel, USP-NF stale zastava laboratorrfippavu klasického Karl-Fischerova
¢inidla, ale z&rovi pripousti i moznost pouziti prodavanye¢midel. Pro gipravu Karl-
Fischerovainidla USP-NF uvadi tento postup:

.Karl-Fischerovocinidlo Ize gipravit timto zgisobem. Edejte 125 g jodu k roztoku
obsahujicimu 670 ml methylalkoholu a 170 ml pyndia ochld’te. Do 250-ml odrérného
valce nalijte 100 ml pyridinu a udrzujte pyridinlatiny v ledové lazni, probublavejte suchym
oxidem stkicitym do té doby, nez objem dosahne 200 ml. Pom#hepe za tepani tento
roztok k chlazené jodové ssi. Protepanim rozpude jod, roztok peneste kfistroji a
ponechte roztok stati@s noc ped standardizaci. Jeden ml tohaterstw pripraveného
roztoku odpovida fiblizné 5 mg vody, ale postugrse kazi, proto se standardizuje 1 hodinu
pied pouzitim, nebo demdnpokud je pouZivan trvale.fiPpouZiti chraite pred swétlem.
Zasobni objenxinidla uskladiéte ve vhoda zapéetené, uzaviraci sklemé nadob piné
chraréné red s¥tlem a chlazené”.

Stanoveni titru titranihocinidla

Cesky lékopis doporiuje ke stanoveni titru tittaiho ginidla bud’ ¢idténou vodu nebo
jakykoliv certifikovany materidl. USP-NF ptia s fiznymi koncentracemi Karl-Fischerova
¢inidla. A to, pro stanoveni obsalvody do 1 % pouZzivéinidlo o sile do 2 mg vody / ml,
které faktorizuje na dihydrat vinanu sodného, aqisahy vody nad 1 % pouZziva klasické
¢inidlo o sile 5 mg vody / ml, které faktorizuje &&ténou vodu. Uvadi rowt navéazky
uvedenych materiél(75-125 mg vinanu sodného a 25-250 mg vody) acezpro vypdet
titru.

Stanoveni vody ve vzorku

Oba lékopisy pouzivaji jako rozpo&dto methanol nebo jiné vhodné rozpcako,

z kterého jeiinidlem vytitrovana voda. Do takto vytitrovanéhapoustdla je co nejrychleji
diferertn¢ pridan vzorek, michanim rozpgt a ztitrovan ¢inidlem. USP-NF kror&
elektrometrické indikacefpousti i vizualni indikaci bodu ekvivalence bargmmprechodem
,Z kanarkové Zluti do barvy jantaru“ a udava takéodstvi vody, které by & navazka
vzorku obsahovat (2-250 mg)lesky Iékopis naopak r&ji ve v&tsing pripadh uvadi gimé
navazky vzorku v jednotlivych monografiich pro kgagip materialu. USP-NF popisuje také
postup na Upravu vzoikve forme tablet, kapsli a sprea postup  praci s hydroskopickym

vzorkem.
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Oba |ékopisy uvadi také metodu éapé titrace, kterd je zaloZena naidavku
titracniho ¢inidla v prebytku. Po zreagovani veSkeré vody obsazené vekwzaee zbylé
inidlo zpstné titruje v pripads Ceského Iékopisu pouzitym rozpoediem a v USP-NF
roztokem vody v methanolu (2 ml vody doghé na 1000 ml methanolem)i®pnou zndmou
koncentraci vody. Tato metoda je vyhoditédevsim tehdy, kdy se voda vazané ve vzorku
velmi pomalu uvaluje, coz nize byt u pimé titrace problémové. Metodactpé titrace je

vSak v praxi téré¥f nepouzivana.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Analyzovany vzorek

K analyze byl pouzit vzorek Natrii hydrogenophospldadecahydricus (dodekahydrat
hydrogenfosforénanu sodného NEHPO,.12 H0), jehoz obsah vody je 57,0-61,0 %. Jedna
se 0 bezbarvou krystalickou latktsich zrn, na vzduchu &travajici, snadno rozpustnou ve
vodk a hife rozpustnou v ethanolu a methanolu. Pouziva sepaknocna latka pro vyrobu
kapek proti bolesti a nosnich kapek.

Tato latka pi stanoveni vykazuje jisté problémy. Stanoveny bbaady se sice diky
Sirokému rozmezi nachazi v pozadovaném limitu, aleni s dostatmou [Fesnosti
reprodukovatelny, a jiz mala odchylka od spravadnoty niZze vyrazg ovlivnit stanoveni

obsahu latky v sus#n

3.2 Pouzité chemikalie afinidla
Pro stanoveni byl pouzit tittai roztok HYDRANAL-Composite 5 firmy Riedel-de
Haén, a jako médiundisty Methanol p.a. firmy Merck nebo ve &sn s Formamidem p.a.

firmy rovnéz od firmy Merck. Titr titr&niho ¢inidla je stanovovan vzdy po of@ni nové

lahve a pak jednou tydre piti stanoveni naiesnou navazku vody.

3.3 Informace o pristrojich

Karl-Fischerova titrace byla prové&th na pistroji 841 Titrando od firmy Metrohm
s magnetickym michadlem 803 Ti Stand, dvojitouiptatou elektrodou, titkani nadobkou o
objemu 100 ml a inteligentni davkovaci jednotkowsibo, ktery byl napojen na pive (viz
obr.8). Titrace bylafizena pomoci programu Tiamo, taktéZz od firmy MetmohTitratni
¢inidlo je davkovano do titkai nadobky automatickyffstrojem pomoci Dosino jednotky.

PIr¢ni titratni nadobky rozpou&tllem i jeji vyprazdovani se 8je bez otevirani systéemu.
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Obrazek 8 - FAstroj 841 Titrando s fisluSenstvim

Spravnou funkci davkovaci jednotky a michadla &€ @&fit v menu TOOLS —
Manual kontrol (Dosing device a Stirrer). Titragepovadi v menu Workplace. V akRUN
se vybere metoda, kterou ma moznost uzivatel siofytsam, a zadaji se udaje o vzorku,
analyza se pak spustiikazem START. Ribéh titrace |ze sledovat v okriLIVE DISPLAY 1
v zaloZce KEF titration. #stroj nejprve vytitruje voduiftomnou v nadobce a ve chvili kdy je
piipraven pokréovat se objevi zeleny napis Conditioning OK. Ps#ét stiskne START,
diferertné se odvazi vzorek a zad4 se navazka, ktera sedpd¥. Po skodeni titrace se
objevi @islusny report dané analyzy v gkREPORT v zaloZce Current report.éidni se
ukorei stisknutim STOP.

Pro stanoveni vody ztratou suSenim byla pouZitekdvaduSna suSarna Binder
S nastavitelnou teplotou.

Vzorek byl navazovan s@snosti nactyii desetinna mista analytickych vahéach
Mettler Toledo.

3.4 Pracovni postup

Predepsana |ékopisna metoda uvadi: ,Voda se stari;0smg zkouSené latky. Jako
rozpoustdlo se pouzije sis objemovych dil methanolu bezvodého R a formamidu R
(10+40)", cozcini 80 % formamidu ve sési, materialy firmy Sigma-Aldrich vSak uvgd

23



Ze je vhodné pouzit sfe s maximalé 50 % formamidu. Proto byly pro analyzu pouzivany
smesi 0 rizném slozeni methanolu a formamidu.

Voda ve vzorku byla také stanovena ztratou suSedismn metody vyrobce
analyzovaného materidlu, kterd uvadi: ,navazku 1sugte p 130°C do konstantni

hmotnosti“.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Podminky, které mohou ovlivnit priabéh titrace

Pribéh stanoveni vody v dodekahydratu hydrogenfosfumau sodného fie byt
ovlivnén teplotou, jejiz zvySeni by mohlo mit pozitivni vliv na smegki rozpou&ini vzorku,
které za normalnich podminek trva i 30 minut. &jigni jejiho vlivu na titraci bylo vSak
zamitnuto z dvodu nedostatemého vybaveni.

Na stanoveni ize mit také vlivpH roztoku v nadobce, které by mohlo vzhledem
k z&saditosti vzorku a formamidu tgobovat rozkladtinidel (viz kapitola 2.2.3.2). Tento
parametr nebyl rowZ zkouman z @éivodu bezvodého prasdi, které neni vhodné prosteni
pH. MoZnym feSenim by mohl byt i HYDRANAL-Methanol Rapid, ktetyy mohl pH
upravovat. Firma vSak z finanich divodi toto médium pro &néa stanoveni nepouZziva.

Vzorek obsahuje po#énn¢ velké krystaly a velmi dlouho se rozpousti. Krystaly by
bylo vhodné rozrénit na mensicastice, ale f treni v feci misce by vSak mohlo dojit ke
zménam obsahu vody.

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 3.4fgolepsana sés8 obsahujeB0 % formamidu
oproti maximalg doporikovanym 50 %. Neni znama ani funkce formamidu. Vizgee
anorganickéhoipsodu a v methanolu je rozpustny, tudiz néeba ani extraknihocinidla.

Na vzduchudochazi k porrné rychlémurozkladu vzorku, ktery vede k vyraznému
snizeni obsahu vody. Vzorek napadhla, ochlazuje se, zmensujeigvbjem a zaéne se lepit
na sény nadob. Prawjpodobré dochazi k jeho igchodu z dodekahydratu na stagjsn
dihydrat. Na zaklagl tohoto zjis¢ni byl zkoumany vzorek ihned na &ku pro jednotliva
stanoveni rozglen do mensSich Iékovek, aldpstym otevirdnim Iékovky nedochazelo k jeho
rozkladu. Proto je také provéab jednotlivé o¥reni analyz z §i stanoveni namistoagodns
zamysSlenych deseti. Z tohotaivbdu je nutny co nejrychlejSite@vod navazky vzorku do
titracni nadobky.

DalSi problém mze skytatvelmi mald navazka— 50 mg. Jen velmiétko lze
zabranit, aby na &ach otvoru pro vsypavani vzorku zadny materiallptu Pri takto
malych navazkach se jedna o velmi zavazny problamutno viesit kvantitativni pevod

navazky do titraéni nadobky.
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4.2 Nalezeni optimalniho sloZzeni rozpousti smesi

Vzorek byl rozdlen do deseti vzorkovnic po cca 0,5 g, aby se zalord/livu

postupného zaravani vzorku. Z kazdé vzorkovnice pak bylo proy@gth @t stanoveni pro
deset tyf sloZeni srsi - 0 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 708%% a 90 %

formamidu v methanolu a pro kazdy typ &pén stanoveny gmeérny obsah vody a RSD

stanoveni (vizabulka J) .

Tabulka 1- Nalezeni optimalniho sloZeni rozpsmi&Enesi

Obsah formamidu v rozpouSgci smsi

Stanoveny
obsah vody (%) 0% | 10% | 20% | 30% | 40% | 50% | 60% | 70% | 80% | 90%
1 59,16 | 59,09 58,67 57,49 58,98 56,386,52 | 58,60 | 58,06 57,4(
2 58,60 | 59,08/ 58,84 573 5856 57,81 8,4 56,32 157,35,84
3 58,92 | 58,80, 58,31 56,98 57,83 57,b1 7,51 56,46 455,53,23
4 58,30 | 58,04 57,92 58,84 58,31 58,187,30 | 57,02 | 57,27| 56,8(
5 58,83 | 58,43| 57,29 58,2y 57,12 58,19 7,51 56,97 9%56,57,16
Pramér 58,76 | 58,69| 58,20 57,7f 58,16 57,61 7,52 57,07 ,866 56,09
RSD (%) 056 | 0,77] 1,08 133 1,23 1,29 1,39 | 159 | 1,74| 3,04

Zavislost stanoveného obsahu vody ve vzorku na sloz eni rozpoust éci sm ési

60,00 -

59,50 1

59,00 1

58,50 -

58,00 -

57,50 1

57,00 1

56,50 -

Stanoveny obsah vody ve vzorku v %

56,00 -

55,50 1

55,00 T
0% 10%

20%

30%

40% 50% 60% 70% 80%

Obsah formamidu ve sm  ési

90%

Graf 1 — Zavislost obsahu vody na sloZeni rozpoushesi
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Zavislost RSD stanoveni obsahu vody ve vzorku na sl ozeni rozpoust éci smési

3,50

3,00

g

2y

o
.

g

o

o
.

L

&

o
.

® 3

Ly

[=}

[}
.

RSD stanoveni obsahu vody ve vzorku (%)

o
3
o

0,00 T T T T T T T T T |
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Obsah formamidu v rozpoust éci sm ési

Graf 2 — Zavislost RSD na slozeni rozpeciSsnesi

Ze ziskanych vysledkvyplyva, Ze nejidedljsi slozeni srisi pro stanoveni jéisty
methanol bez jidavku formamidu. Ten je pouZzitelny pouze do obsafuwb ve smssi, ve
VveétSim mnozZstvi vyraznnegativé ovliviiuje reakci, tj. snizuje stanoveny obsah vody (viz

graf 1) a presnost stanoveni (vgraf 2).

4.3 Zvétravani vzorku

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 4.1 dochazi na ehduk pongrné rychlému rozkladu
vzorku, ktery vede k vyraznému sniZzeni obsahu védy, pravépodobrg dochazi k jeho

piechodu z dodekahydratu na sta§jién dihydrat (viz.obr.9).
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Obrazek 9  a)jvodni vzorek bjteany vzorek
Vzorek byl po 1 g navazen dctpvazenek a vzdy po tité dok byly vazenky
pievazeny a byl sgétan pamérny ubytek vzorku a aktualni obsah vody ve vzorkiz (

tabulka 3.

Tabulka 2 - Zgtravani vzorku

Doba zwtravani (hod) | Ubytek vzorku (g) | Obsah vody (%)
0,00 0,0000 58,06
24,24 0,2690 43,32
48,03 0,4272 28,75
72,32 0,4952 20,32
91,22 0,4958 20,24
138,05 0,4958 20,23
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Zavislost obsahu vody ve vzorku na dob & zvétravani
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Graf 3 — Zavislost obsahu vody na dawtravani

Lékopisné metody uvadi, Zze obsah vody v dodekahydhgydrogenfosfor@anu
sodného obsahuje 57,0-61,0 % vody, dihydrat pak-29,0 %. Vzhledem k tomu, Ze se
obsah vody ve vzorku ustalil na hodhd®0,2 %, bylo potvrzeno, Ze zkoumany vzorek
skute&n¢ prechazi na dihydrat, coZz potvrzuje nutnost co ngjgjgiho pevedeni navazky
vzorku do titr&ni nadobky.

4.4 Stanoveni obsahu vody ve vythi@né miniaturni vazence

Jak bylo zjistno (viz kapitola 4.3), je skuwte¢ nutny co nejrychlejSi a co
nejkvantitavijSi prevod navazky do tittai nadobky. Je mozné pouzit miniaturni vazenku,
do které se vzorek navazi a cely i s vaZzenkou vidodiitraini nddobky. Pouzity material
musi byt nevodivy, lehky, hydrofobni, v methanokrezpustny dostate¢ pevny a snadno
dostupny. Takovato vazenka byla vyrobena z chematginého plastového kapatka (viz
obr. 10.
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Obrazek 10 - Miniaturni vazenka

Bylo vyrobeno pt vySe uvedenych vazenek a v nich provedegtosfanoveni vody

v ¢isttm methanolu. Ziskané hodnoty byly ®p&rmovany a spéteno jejich RSD (viz
tabulka 3.

Tabulka 3 - Stanoveni vody titi@ v miniaturni vazence

Stanoveny obsah vody (%

60,13

59,95

59,39

59,49

g A~ W N

59,86

Pramér

59,76

RSD (%)

0,53

S vytvdenou vazenkou bylo dosazeno gond dobrych vysledik. Obsah vody je

dostatén¢ vysoky a pesny. RPes pelivy vybér materidlu se ale ukzalo, Ze vaZenky jsou stéle

prilis t¢zké a pomarne silné pii michani narazeji do elektrody. Vhaghi material, ale zatim

bohuZel nebyl nalezen.

4.5 Ztrata suSenim

Pro srovnani byl obsah vody ve vzorku stanoven taéou suSenim. Stanoveni bylo

provedeno v §i predem vysuSenych a zvazenych vazenkach, do ktemjlohnlavazeno po

1 g vzorku. Vzorek byl pak suSeii £30°C v horkovzdusné susérdo konstantni hmotnosti

(viz tabulka 4 a ogt byl spaitan pameérny vysledek a RSD stanoveni.
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Tabulka 4 - Stanoveni vody ztratou suSenim

Ztrata suSenim (%)

59,51
59,48
59,48
59,45
59,43

g b~ W NP

Pramér 59,47

RSD (%) 0,04

Stanoveni ztratou suSenim se ukazalo jako velesne.

4.6 Vyhodnoceni ziskanych vysledi

Analyzovany vzorek ma obsah vody stanoveny ditkadeklarovany vyrobcem
60,5 %. Klasickym provedenim titrace ¢cigtém methanolu, ktery se prokazal jako
nejvhodrgjSi médium (viz kapitola 4.2), diferém¢ bez pouziti vazenky bylo dosazeno
vysledku 58,8 + 0,4 % a s pouzitim vazenky 59,84+%.

Ztratu suSenim deklaruje vyrobce ve vysSi 60,2 %.aljrou bylo zjis&no
59,5+ 0,0 %.

Ze ziskanych vysledk vyplyva, Ze pouziti miniaturnich vazenek vyrazzvysilo
spravnost vysledku, kterd je srovnatelna se ztrétdenim. esnost stanoveni vSakstava
zcela stejna jako u difer&miho stanoveni. Jako nejidegii zpisob stanoveni obsahu vody
v této latce, za danych okolnosti, se jevi ztratdesim, ktera je velicei@sna a poskytuje

dostaten¢ spravné vysledky.
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5 Zavér

Na paatku této diplomové prace byly prostudovany doséupmaterialy tykajici se
stanoveni vody ve farmaceutickych vzorcich. N&v pozornost byla anovana titrani
metod podle Karl Fischera.

V prab¢hu prace byla vyrobena miniaturni vazenka z plasiowkapatka pro dokonaly
pievod navazky do titeai nadobky. Vyraz# prispéla ke zvySeni fesnosti stanovovaného
obsahu.

Stanoveni vody bylo provddo za pouZiti¢inidla HYDRANAL-Composite na
pristroji 841 Titrando od firmy Metrohm se softwar@namo. Ristroj sam veSkeré obsahy
vody vyhodnotil. Pro zji&ni spravného obsahu vody setani provadlo nekolikrat a
aritmeticky ptimer a relativni standardni odchylka bylygi@ny pomoci vzotic v programu
EXCEL.

Voda byla stanovovana ve vzorku dodekahydatu hyrfogforénanu sodného, u
ktereho ve ¥tSin¢ pripadi dochazelo k ngflis presnym a spravnym vysletik. U tohoto
vzorku bylo voleno optimalni sloZeni rozpaigdtsnesi areSen rychly a kvantitativnifpvod
vzorku do titr&ni nadobky. Dale u tohoto vzorku bylo zkoumano jet&iravani na vzduchu.
Obsah vody stanoveny metodou dle Karl Fischerasbywnan s hodnotou ziskanou ztratou
susenim v horkovzdusné sugafinmy Binder.

VSechny ziskané hodnoty byly tabekarmraficky zpracovany vigraf 1-3 atab. 1-4

Pro stanoveni vody v analyzovaném materialu seakéad jeho vlastnosti ukazala

jako vyhodrjSi metoda ztratou susenim.

32



6 Pouzita literatura

1.

Vydra F., Stulik K.: Biamperometrické titrace (SNT1971),str. 11-18, 105 -111

2. Fexa J., Siroky K.: Mieni vihkosti (SNTL, 1983)tr. 15-21
3. Cesky normalizéni institut: CSN 1SO 760 Stanoveni vodyCésky normalizéni

institut, 1998)

Ministerstvo zdravotnict R: Cesky Iékopis 2009 (Grade Publishing, 206®), 114,
195-196

United States Pharmacopeial Convetion: USP-NF ZQ08ted Book Press, 2009),
kap. 731 a 921

Graeberové K.: Diplomova prace (Univerzita Pardepi998)

7. Hoffmann H., Felgner A.: Analytix - Notes (Sigméd#ch, 2005)

Klouda P.: Analyticka chemie-Elektrochemické metqyJROM Ostrava Zateh,
1994),str.32-37
Teva Opava: Firemni dokument NO\PQC\112 Automatidkgtor 841 KF za pouZziti

softwaru Tiamo (Teva Opava, 2009)

10. Teva Opava: Firemni dokument SS\PQC\1526703\VIriiNdydrogenophosphas

dodecahydricus (Teva Opava, 2006)

11.Sigma Aldrich, Mettler Toledo, Donau Lab: Nepubliamé materialy ze semiiea-

,HYDRANAL - fadacinidel pro stanoveni obsahu vody titraci podle K&dchera®
(Sigma Aldrich, 2008)

12.Hoffmann H., Felgner A.: Analytix - Advances in Awdcal Chemistry (Sigma

Aldrich, 2000)

33



